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Methode d'ideatiflcatioBi et de preparation de lymphocytes T 
regulateurs/suppresseursj, compositions et utilisations* 

La presente invention conceme les domaines de la biologies, de la g^netique et de la 
5 medecine, L'invention decrit des methodes et compositions pemiettatit T identification et 
la production de cellules ou lymphocytes T suppresseurs (Ts) et I'utilisation desdits 
lymphocytes Ts pour controler in vivo des conditions pathologiques variees, incluant des 
maladies associees a une activite anomiale des lymphocjtes effecteurs. L'invention 
conceme la preparation de telles compositions a base de l>mphocytes Ts et leur 
10 utiUsation dans le cadre de therapies cellulaires et/ou geniques, Les compositions ou 
populations cellulaires a base de lymphocytes Ts obtenues dans le cadre de rinvention 
sont en particulier adaptees au traitement des tumeurs, des maladies auto-immunes, des 
allergies, de la maladie du greffon centre Thote, des effets greffe centre infection (GVI) 
ou greffe contre leucemie (GVL)^ des maladies inflanmiatoires, du diabete de type I, des 
15 infections virales ou bacteriennes, a la reconstitution immune ou k Pinduction d'une 
tolerance en cas de transplantation de cellules souches, tissus ou organe chez un 1^ 
mammiiSire. 

L'existence dans le systeme immunitaire de cellules capables d'avoir des fonctions 
20 regulatrices/suppressives a ete suspectee depuis longtemps. Dans les amiees 80, de r 
nombreuses publications scientifiques ont montre Texistence d*activit6s suppressives au 
' sein de la population l>TQphocytaire T. Cependant, rimpossibilite de caracteriser et 
d'isoler des cellules portant une telle fonction a partir de la population lymphocytaire 
globale, qui possede par ailleurs de nombreuses autres fonctions incluant notamment 
25 celles de fonction effectrice, n'a pas permis de mieux comprendre ce phenomene, A 
paitir de 1995, une sous-population de lymphocytes T CD4H- exprimant le marqueur 
CD25 a ete identifiee chez les rongeurs comme jouant un role majeur dans le controle 
des r^ponses immunes et des maladies auto-immunes. Ces cellules T CD4+/CD25-1- 
appelees cellules T r6gulatrices ou suppressives (Ts) representent chez la souris environ 
30 5-10 % des cellules T CD4+. Les cellules Ts expriment un recepteur T specifique pour 
Tantigene, comme les autres lymphocytes T, mais leur action globale est en partie non- 
specifique avec la possibilite de recruter d'autres lymphocytes T suppresseurs 
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additionnels par un phenomene nomine " infectious suppression ". Chez I'homme, une 
population cellulaire regulatrice CD4+/CD25+, qui represente moins de 5 % des cellules 
T CD4+, a egalement ete decrite. 

Plusieurs experiences ont maintenant clairement etabli le potentiel th^rapeutique des 
lymphocytes T suppresseurs CD4+/CD25+ dans de nombreuses maladies. 

Ainsi, les cellules Ts jouent mi rdle majeur dans le contrdle des maladies auto-immunes 
telles que le diabete de type I ou la maladie du greffon centre I'hdte (GVH) induites par 
les lymphocytes T allog6niques. L'addition de cellules Ts a des greffons contenant des 
cellules souches h&natopoi6tiques allog&uques et des lymphocytes T effecteurs peut 
contrdler la survenue ou I'emergence de la GVH. L'injection de cellules Ts peut reduire 
la reponse auto-immune dans les polymyosites auto-immunes (non publie). Les cellules 
Ts jouent aussi un r61e majeur pour I'etablissement ou I'induction d'une tolerance lors 
de la transplantation de tissus ou d'organes et/ou en presence de molecules 
immunogeniques telles que des transgenes (non publie). Les cellules Ts jouent 
egalement un role important dans la modulation de la reponse aux agents infectieux, et 
notamment aux bacteries intra-cellulaires et aux virus. 

Les cellules Ts jouent un r61e dans plusieurs maladies inflammatoires telles que 
l'afli6rosclerose. Dans ce cas, Tabsence ou la reduction du nombre de cellules Ts conduit 
k une acceleration du developpement de la maladie et a une augmentation de sa s^v&ite 
(r&ultats non publics). 

Les cellules Ts sont egalement importantes au cours de la vaccination puisqu'elles 
peuvent supprimer le developpement d'une reponse immune specifique. De meme, la 
depletion ou la reduction du nombre de cellules Ts ameliore tres sensiblement les effets 
d'une vaccination anti-cancereuse. En utilisant un modele murin tumoral, il a ete montre 
que la depletion des cellules Ts aboutit souvent au rejet de tumeurs. 

Finalement, de nombreuses publications font maintenant etat de la presence d»un nombre 
ou d'un pourcentage anormal de cellules Ts qui se manifestent dans le cadre de 
pathologies varices, et lors de revolution d'une maladie donnee. 
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Tous ces arguments montrent que ridentification, la selection, Texpansion on la 
depletion des lymphocytes T regulateurs CD4+/CD25+ in vitro ou in vivo representent 
vxi enorme potentiel diagnostic et therapeutique pour de nombreuses pathologies et en 
particulier pour les maladies auto-inamunes, les maladies inflanunatoires, les maladies 
5 infectieuses, le cancer et les rejets de greffe. 

La caracterisation des cellules Ts revet ainsi une importance majeure. Bien que peu 
d' element soient connus concemant Thomeostasie et la regulation de cette population de 
lymphoc54;es Ts, il apparait que le facteur de transcription Foxp3 joue un role important 

10 dans le developpement et le fonctionnement des lymphoc5^es T suppressexH*s 
CD4+/CD25+, II n'est pas etabli que Foxp3 est exprime sur toutes les cellules Ts mais 
Tabsence d' expression de Foxp3 chez la souris est correlee a une perte dramatique des 
fonctions des cellules Ts, tandis que Texpression forcee de Foxp3 dans des lymphocytes 
T effecteurs transforme ces demiers en cellules Ts* 

15 r 
Bien que les marqueurs CD4 et CD25 caracterisent une population de cellule qui 4 
contient les lymphocytes T suppresseurs, il est important de noter que les fonctions -.^^ 
suppressives ne sent pas entierement portees par les cellules CD4+/CD25+ et surtout 
que toutes les cellules CD4+/CD25+ ne sont pas suppressives. En effet, CD25 est im 

20 marqueur egalement exprime par les cellules T effectrices activ6es. L' identification et la ^ 
purification des cellules Ts sur la base d'un tel marqueur est un probleme majeur 
puisqu'elles presentent le risque d'identifier et de purifier' en realite des cellules T 
effectrices activees. Dans le cadre d'une pathologie immunologique doimee, les 
lymphocytes T actives exprimant CD4 et CD25 ont de grande probabilite de contenir 

25 justement les T effecteurs contre lesquels ime interv^ention therapeutique est souhaitable, 
Ainsi Tutilisation de CD4 et CD25 dans un cadre diagnostique (identification) ne serait 
pas fiable, et dans un cadre therapeutique (purification, injection) ferait encourir le 
risque d'Stre inefficace voire de majorer la pathologie. 

30 Le meilletir marqueur actuellement connu comame susceptible de differencier les cellules 
Ts des lymphocytes T effecteurs actives est Texpression du facteur de transcription 
Foxp3. Cependant, ce facteur de transcription intra-cellulaire n'est pas utilisable dans le 




cadre de simples methodes d 'identification et de purification immunophenotypiques. 
D'autres marqueurs tels que CD62 peraaettent de raieux caracteriser les cellules Ts mais 
ils sont loin de pennettre une identification parfaite. De plus, plusieurs publications ont 
montre qu'il existait des activites suppressives au sein de la population CD4+/CD25- de 
5 meme que dans ceitaines cellules CD8+. II apparaft done que I'utilisatioii diagnostiqtie 
et therapeutique des cellules Ts est clairement d^pendante de leur identification propre et 
que les connaissances actuelles n'ont jusqu'i ce jour deceit aucun marqueur specifique 
des lymphocytes T suppresseurs. 

10 La presente invention offre pour la premiere fois la possibilite d'identifier, d'isoler et 
d'amplifier une population Ts pure. La pr&ente invention d^coule en effet de la mise en 
Evidence que la molecule CD90, encore appelee THY-1, represente un marqueur 
caract&istique des cellules Ts humaines et peut etre utilisee efficacement pour identifier 
c^tte population cellulaire. 

15 

L'antigene THY-1 (Seki et al., 1985 ; Planelles et al.. 1995) correspond h. une 
glycoprot6ine de surface bien caracterisee et ana-6e a la membrane par un pont 
phosphatidyl-inositol. Cette proteine appartient k la superfamiUe des immunoglobulines 
et comprend environ 140 acides amines (25-30 kDa). Cet antigene a ete tout d'abord 

20 identifi6 comme un marqueur de diffSrendation exprim6 dans le thymus et le cerveau de 
souris. Chez I'homme, THY-1 est exprim^ sur un faible pourcentage de thymocytes 
- foetaux, sur les progeniteurs hematopoietiques CD34+ immatures et sur moins de 1 % 
des lymphocytes 003* presents dans la circulation p6ripherique. THY-1 est aussi 
exprim6 sur les cellules mesenchymateuses, les cellules endothelials ainsi que sur 

25 plusieurs lign^es cellulaires continues. La fonction de THY-1 n'est pas connue. 

Les inventeurs ont maintenant decouvert que, de maniere surprenante, I'expression de la 
mol6cule THY-1 est tres etroitement correlee a I'activite Ts, et que la molecule THY-1 
constitue un marqueur specifique pennettant 1 'identification, la selection, I'expansion ou 
la depletion des lymphocytes T r6gulateurs in vitro ou in vivo. 



30 



Un premier aspect de I'invention conceme done une m^thode d'obtention, de 
preparation ou de production de lymphocytes T suppresseurs, comprenant une etape de 
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saection, de separation ou d'isolement (in vitro ou ex vivo) des lymphocj'tes T 
exprimant la molecule THY-1. Cette etape peut Stre r6alis6e h partir de tout echantiilon 
biologique comprenant des lymphocytes. 

Un objet plus particulier de la presente invention conceme une m6thode d'obtention, de 
preparation ou de production de lymphocytes T suppresseurs comprenant : 

(a) I'obtention d'une population de cellules de manunifiere comprenant des 
lymphocytes T, et 

(b) la recuperation des lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1. 

Les lymphocytes T exprimant I'antig&ie THY-1 sont de preference selectionnes, 
separ6s, isoles ou recuperes au moyen d'un ligand specifique de THY-1. 
Avantageusement, le ligand est choisi parmi un anticorps ou un fragment d'anticorps. Le 
ligand peut etre par exemple immobilis6 sur un support ou place en solution. Un tel 
ligand est plus amplement defini dans la description qxii suit de I'invention. En outre, 
retape (b) peut atre precedee et/ou suiyie d'me 6tape d'amplification des lymphocytes T 
et/ou d'une etape de purification de sous population(s) de lymphocytes, comme par 
exemple les lymphocytes CD4+ ou CD8+, voire de lymphocytes specifiques d'un 
antigene donne. 

Un autre objet de I'invention conceme une methode d'identification et/ou de 
quantification de lymphocytes T suppresseurs dans une population cellulaire, 
comprenant I'exposition de ladite population cellulaire a un ligand specifique de THY-1 
et la detemiination et/ou la quantification de la formation d'un coraplexe entre le ligand 
et les cellules, la fonnation de tels complexes indiquant la presence et/ou la quantite de 
lymphocyte T suppresseurs au sein de la population cellulaire. Les cellules liant le ligand 
peuvent etre separees des cellules ne liant pas le ligand. 

Un autre objet de I'invention r6side dans une methode de diagnostic d'un patient, 
comprenant la determination de la presence, du nombre ou de l'6tat d' activity de cellules 
Ts Chez ce patient en utilisant un ligand specifique de Thy-1. Un tel diagnostic peut dtre 
reahse in vitro, ex vivo ou in vivo, et permettre la detection d'un etat pathologique li6 a 
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I'activite du systeme immunitaire, ou le suivi de I'efficacite d'un traitement, on la 
selection d'un patient en vue de I'inclure dans un programme th^rapeutique particulier. 

Un autre objet de I'invention reside dans I'utilisation d'lin ligand specilSque de I'antigene 
5 Thy-1 pour selectionner, identifier, trier ou preparer (in vitro ou ex vivo) des 
lymphocytes T suppresseurs. 

Un autre objet de I'invention reside dans I'utilisation d'un ligand specifique de I'antig^e 
Thy-1 pour preparer une composition diagnostique destinee a selectionner, identifier ou 
10 quantifier in vivo des lymphoc3rtes T suppr^seurs. 

Un autre objet de I'invention conceme I'utilisation d'un ligand specifique de I'antigene 
Thy-1 pour preparer une composition therapeutique destinee a modifier, stimuler ou 
supprimer in vivo des lymphocytes T suppresseurs. A cet egard, un objet particulier de 
15 I'invention conceme I'utilisation d'un ligand specifique de Thy-1 pour enrichir ou 
eliminer ex vivo ou in vivo les lymphocytes T suppresseurs d'une population cellulaire. 

Un autre aspect de I'invention reside dans I'utilisation de I'antigene Thy-1 comme 
marqueur de selection pour enrichir ou 61iminer, in vivo, in vitro ou ex vivo, les 
20 lymphocytes Ts au sein d'une population cellulaire. 

L'invention conceme en outre les lymphocytes T suppresseurs exprimant Tantigene 
THY-1 susceptibles d'etre obtenus par une m6thode telle que d^finie precedemment, 
ainsi qu'une population de cellules enrichie en cellules Ts, dans laquelle au moins 30%, 
25 de preference au moins 50%, de manidre encore plus preferee au moins 65% des cellules 
T expriment I'antigene THY-1. Des compositions ou populations cellulaires 
particulierement prefer^es salon la presente invention comprennent au moins 75%, de 
preference au moins 80% de cellules T exprimant Thy-1, plus preferentiellement au 
moins 85, 90 ou 95%. 

30 

L'invention conceme encore un lymphocyte T humain isole, caract6ris6 en ce qu'il 
presente une activite suppressive et en ce qu'il exprime les marqueurs CDS et THY- 1, 
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ainsi qu'une population de cellules comprenant des cellules T suppressives CD8+THY- 
1+, de preference une population comprenant au moins, 50, 60, 70, 80, 85, 90 ou 95% de 
cellules T CD8+THY-1+. De telles cellules peuvent, en partie exprimer egalement 
I'antigene CD25. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, les lymphocytes T presents dans 
la population de cellules de mammifere ou les Ijinphocytes Ts (porteurs du marqueur 
THY-1) peuvent etre modifies genetiquement de maniere a exprimer des produits 
biologiques d'interet, permettant notamment d'ameliorer leur efficacite et/ou leur 
s^curite d'utilisation. 

L'invention conceme egalement une composition pharmaceutique comprenant des 
cellules ou populations cellulaires telles que ddfinies precedemment, typiquement en 
association avec un vehicule ou excipient acceptable sur le plan pharmaceutique, 

Un autre objet particulier de I'invention conceme une composition pharmaceutique 
comprenant des cellules T suppresseuis humaines amplifies ex vivo et un adjuvant ou 
un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique, lesdites cellules ampUfiees etant 
enrichies en cellules exprimant I'antigdne THY-1 et, eventuellement, en cellules 
specifiques d'un antigene particulier, tels que des allergenes, des auto-antigenes et des. 
allo-antigenes. De maniere preferee, I'antigene est implique dans ou specifique d'une 
condition pathologique choisie parmi une maladie immunitaire, en particulier les 
maladies auto-immunes, la maladie du greffon centre I'hdte, une allergie et le rejet d'une 
greffe. 

L'invention conceme 6galement la preparation d'une composition constituee d'au moins 
un tel lymphocyte T suppresseur, d'une population enrichie en cellules Ts telle que 
definie ci-dessus ou au contiraire d'une population depletee en cellules Ts et d'un 
adjuvant ou d'un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique ainsi que la composition 
elle-meme destinee a la mise en oeuvre d'une m6thode th&rapeutique. 
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Un objet particulier de I'invention conceme ainsi egalement une methode de production 
d'une composition pharmaceutique, comprenant : 

(a) Fobtention d'un echantillon biologique comprenant des lymphocytes T, 

(b) la selection des lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1 sea sein de cet 
echantillon biologique, et 

(c) le conditionnement desdits lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1 dans un 
adjuvant ou un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique. 

Un autre objet particulier de I'invention conceme ainsi egalement une methode de 
production d'une composition pharmaceutique, comprenant : 

(a) I'obtention d'un echantillon biologique comprenant des lymphocytes T, 

(b) la depletion des lymphocytes T exprimant I'antigdne THY-1 au sein de cet 
echantillon biologique, et 

(c) le conditionnement desdits lymphocytes T obtenus n'exprimant pas I'antigene THY- 
1 dans un adjuvant ou un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique. 

L'invention conceme par ailleurs un kit pour isoler ou caracteriser des cellules Ts 
comprenant un ligand sp6cifique de THY-1, ^ventuellement dispose sur un support ou 
place en solution ainsi que, eventuellement, des r^actifs pour la detection du ligand. Le 
ligand est typiquement dispos6 dans xm conteneur, tel quhme plaque, seringue, tube, 
pipette, flacon, etc. Un tel kit peut en outre 6tre utilise pour diagnostiquer la presence de 
telles cellules Ts a partir d'un echantillon biologique prelev^ sur un individu a tester ou 
directement in vivo. 



L'invention conceme par ailleurs un kit ou une composition pour eliminer les cellules Ts 
in vivo, in vitro ou ex vivo, comprenant un ligand specifique de THY-1, eventuellement 
plac6 en solution ou sur un support, et couple a un produit toxique (radioactif, 
toxines...). L'invention vise egalement 1 'utilisation d'un ligand de Thy-1 pour cibler 
specifiquement un vecteur viral ou non viral dans les Ts afin d'exprimer des gdnes 
toxiques. 
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L'invention conceme par ailleurs un kit ou une composition pour activer les cellules Ts 
in vivo, ex vivo ou in vitro, comprenant un ligand sp6cifique de THY-1, eventuellement 
plac6 en solution ou sur un support, coupl6 h un produit capable d'activer les 
lymphocytes T (par exemple une cytokine, telle que IL2, IL7, IL15). L'invention vise 
5 egalement I'utilisation d'un ligand de thy-1 pour cibler sp6cifiquement un vecteur viral 
ou non viral dans les Ts afin d'exprimer des gdnes activateurs ou tout g^nes 
therapeutiques. 

Les cellules Ts, les compositions constituees de cellules Ts isolees ou amplifi6es et les 
10 compositions enrichies en cellules Ts obtenues dans le cadre de la presente invention 
peuvent €tre avantageusemexit utUisees dans le cadre d'applications experimentales ou 
therapeutiques. Les cellules utiUsees dans le cadre de la presente invention sont des 
cellules de mammifere, le mammif&re pr6f6reutiellement conceme etant I'dtre humain. 

15 Un objet particulier de l'invention a Egalement trait h. une methode d'obtention de 
sequences genetiques specifiquement exprimees dans des lymphocytes T suppresseurs, 
la methode comprenant I'isolement de I'ARN d'une population de lymphocytes T 
exprimant I'atitigene Thy-1, la comparaison dudit AEK a I'ARN extrait d'une 
population de lymphocytes T non suppresseurs et la recuperation de I'ARN specifique 

20 des lymphocytes T suppresseurs. L'invention conceme egalement une methode telle que 
decrite precedemment comprenant en outre la fabrication d'une sonde h. partir de I'ARN 
specifique des lymphocytes T suppresseurs et le criblage d'une population d'acides 
nucleiques destines a etre hybrides a ladite sonde. 

25 Un autre objet particulier de l'invention conceme en outre I'utiUsation, dans un cadre 
therapeutique, des cellules Ts, des compositions constihiees de cellules Ts isolees ou 
amplifi^es et des compositions enrichies en cellules Ts obtenues dans le cadre de la 
presente invention, par exemple pour traiter des patients humains souf&ant de ou 
pr&entant un risque de d6velopper une maladie inununitaire, en particulier une maladie 

30 provoqu6e par une r^ponse T anormale. Les cellules Ts sont ainsi adapt^es au traitement 
de diverses pathologies ou affections provoquees par un dfeordre affectant les 
lymphocytes T et en particuKer une tumeur, une maladie auto-immune, rrae allergic, la 
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Hialadie du greffon centre rhote, xine maladie inflammatoire, un diabete de type I, une 
infection virale on bacterienne, eta Elles favorisent egalement la reconstitution immune 
et rinduction d'une tolerance en cas de greffe ou de transplantation de cellules souches, 
tissus ou organe chez un manmiifere, C'est le cas, par exemple suite a une greffe de 
5 moelle osseuse ou de cellules souches h6matopoi6tiques. Le traitement pent Stre 
preventif ou curatif. II pent egalement Stre combine a d'autres traitements. 

Cellules T suppresseurs (Ts) humaines 

10 Dans le contexte de la presenle invention, les cellules T suppresseurs designent une 
population de cellules T qui sont caracterisees par leur capacite a supprimer ou diminuer 
les reactions inmiunitaires mediees par les cellules T effectrices, telles que les cellules T 
CD4-h ou CD84-. 

15 Comme indique dans Pintroduction de la presente d^ande, bien que les marqueurs 
CD4 et CD25 caracterisent les lymphocytes T suppresseurs sur un plan 
immunoph^notypique, il apparait en fait que les fonctions suppressives ne sont pas 
enti&rement portees par les cellules CD4+/CD25+ et que toutes les cellules 
CD4+/CD25+ ne sont pas suppressives, CD25 est en effet un marqueur egalement 

20 exprime par les cellules T effectrices activees. La presente invention decoule de la mise 
en evidence que la molecule THY-1 repr^sente un marqueur caracteristique des cellules 
Ts humaines et pent etre utilisee efficacement pour identifier cette population cellulaire. 

La presente invention conceme ainsi, comme indique precedemment, une methode 
25 d'obtention, de preparation, de selection ou de production de lymphocytes T 
suppresseurs comprenant : 

(a) Tobtention d'une population de cellules de mammifere comprenant des 
lymphocytes T, et 

(b) la recuperation des lymphocytes T exprimant THY-1 , 

30 

La population cellulaire pent etre obtenue, dans le cadre de I'etape (a), a partir 
d'echantillons biologiques comprenant des lymphocytes, notamment d'echantiUons d'un 
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tissu choisi parmi la moelle osseuse, la rate, le foie, le thymus, du sang ayant ou noti ete 
prealablement enrichi en lymphocytes T, du sang de cordon ombilical, du sang 
peripherique foetal, de nouveaux-nes ou d'adulte, du plasma, d'un noeud lymphatique, 
d*une tumeur, d'un site inflammatoire, d'un organe transplante ou d'une culture de 
cellules etablie avec Tun ou I'autre desdits tissus. Les lymphocytes sont typiquement 
isoles ou coUectes a partir du sang peripherique. 

Les lymphocytes T exprimant THY-l peuvent etre recuperes, selectionnes, isoles ou 
tries, notamment lors de I'etape (b), a Paide de tout ligand specifique de THY-1, c*est-a- 
dire t^^piquement de toute molecule capable de lier selectivement Thy-l a la surface 
d'uno cellule. Le ligand est de preference choisi pamii un anticorps, de preference un 
anticorps anti-THY-1, un analogue ou un fragment d'un tel anticorps* 

THY-l est ime molecule depourvue de domaine intra-cytoplasmique qui interagit avec la 
membrane cellulaire par rinterm6diaire d'un glycophosphatidylinositol (GPI) qui 
s'attache a la membrane par son extremite C-terminale. La sequence de Thy-1 a ete 
deterrainee et est accessible dans la litterature, comme par exemple la sequence 
nucleotidique ( n*" NM 006288 (gi : 199 233 61)) et la sequence en acides amines (n^ NP 
006279 (gi : 199 233 62)) de la proteine humaine. Un ligand specifique selon Tinvention 
est de preference une molecule capable de lier selectivement un polypeptide comprenant 
tout ou partie de la sequence de la proteine Thy-1 humaine, de preference une molecule 
comprenant un epitope de la proteine Thy-1 huniaine. De tels ligands sont naturellement 
choisis parmi les molecules reconnues et/ou capables d'interagir avec la partie extra- 
cellulaire de THY~1 . 

Un ligand prefere de THY-1, utilisable dans le cadre de la preseote invention, est un 
anticoips anti-THY-1 (c'est-a-dire un anticorps specifique de Thy-1). L' anticorps pent 
etre polyclonal ou monoclonal. II peut egalement s'agir d'un fragment ou derive 
d'anticorps presentant substantiellement la meme specificite antigenique, en particulier 
de fragments d'anticorps (e.g., Fab, Fab'2, CDRs), d'anticorps humanises, d'anticorps 
humains, d'anticorps poly-fonctionnels, monocatenaires (ScFv), ou multimeriques 
(couplage C4bp par exemple), etc. Les anticorps, et done les sites de reconnaissance de 
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la molecule THY-1 utilisables pour generer un ligand specifique, peuvent etre produits h 
I'aide de methodes conventionnelles, comprenant rimmunisation d'un animal non- 
humain avec un polypeptide THY-1 ou un fragment de celui-ci comportant un Epitope, 
et la recuperation de son serum (polyclonal) ou de cellules spleniques (de manidre h 
5 produire des hybridomes par fusion avec des lign^es cellulaifes appropriees). Diverses 
m6fhodes de production d'anticorps polyclonaux a partir d'espdces varices ont. 6t6 
d6crites dans Tart ant^rieur. Typiquement, I'antigene est combine avec un adjuvant (par 
exemple I'adjuvant de Freund) et administre k un animd, par exemple par injection 
sous-cutan^e. Des injections repetees peuvent etre realis6es. Les echantillons sanguins 
10 sont collectes et rimmunoglobidine ou le serum sent s6pares. 

Les methodes classiques de production d'anticorps monoclonaux comprennent 
rimmunisation d'un animal non-humain avec un antigene, suivie de la recuperation des 
cellules spleniques qui sont ensuite fiisionnees avec des cellules immortalis6es, telles 
15 que des cellules de myelome. Les hybridomes resultant produisent des anticoips 
monoclonaux et peuvent 8tre selectionnes par dilutions limites de maniere k isoler les 
clones individuels. Les fragments Fab ou F(ab')2 peuvent etre produits par digestion a 
I'aide d'une protease selon les techniques conventionnelles. 

20 Les anticorps pref6res sont des anticorps sp^cifiques de la proteine THY-1, notamment 
son domaine exfracelMaire, c'est-a-dire ayant une affinite superieure pour cette prot6ine 
que pour d'autres antigdnes, mgme si une liaison non-specifique ou moins afSne ne peut 
6tre exclue. Le terme « specifique » ou « selectif » indique notamment que la liaison du 
ligand k la prot6ine Thy-l peut etre discriminee de la liaison eventuelle du ligand a 

25 d'autres molecules. 

Des exemple particuliers de ligands specifiques selon I'invention sont notamment les 
anticorps monoclonaux produits par les hybridomes K17 (ATCC n° HB-8553), les 
clones 5E1 0, F15-42-1 ou Thy-1/310, ainsi que tout fragment ou derive de ces anticorps. 

30 

D'autres ligands sp6cifiques selon I'invention sont par exemple des ligands artificiels, 
presentant une affinity particuliere pour Thy-l. De tels Hgands peuvent etre de nature 
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variee, comme des acides nucl6iques (par exemple des aptam&res) ou des molecules 
chimiques de synthase. De telles molecules peuvent Stre gen6rees par exemple sur la 
base des sequences des sites de reconnaissance de la molecule THY-1 par les anticorps 
specifiques d6finis pr6cedemment. 

5 

Les cellules Ts peuvent ainsi etre isolees, dans le cadre de I'etape (b), par mise en 
contact de la population cellulaire avec un ou plusieurs ligands specifiques, tels que ceux 
definis precedemment. 

10 Le ligand pent etre immobilise sur un support, par exemple une colonne ou une bille 
(notamment un bille magn6tique), ou place en solution. En outre, ou en variante, le 
ligand pent 6ventuellement etre marque. Le marquage peut etre realise a. I'aide d'un 
marqueur de d6tection fluorescent, radioactif, luminescent, phosphorescent, chimique ou 
enzymatique. Le marqueur de detection est de preference choisi paimi la fluoresceine, le, 

15 rouge Texas, la rhodamine, la phyco^rythrine, la allophycocyanine, la biotine et la 
streptavidine, la Cyanine. 

Les complexes formes par le ligand et les cellules peuvent Stre utiUs6s pour visualiser, 
detecter, quantifier, trier et/ou isoler les cellules, selon des techniques varices et connues 

20 en soi de I'homme du metier. Ainsi, les cellules peuvent dtre r6cuper6es, selectionnees, 
triees, sepai-ees ou isolees par exemple par une methode choisie parmi la cytometric de 
flux, la diromatographie d'affinite, le FACS (« Fluorescent Activated Cell Sorting »), le 
MACS (« Magnetic bead Cell Sorting »), le D/MACS (« Double Magnetic bead Cell 
Sorting »), une methode de selection sur surface solide (« panning »), un test ELISA, un 

25 test RIA, etc. 

La procedure MACS est d^crite en details par Miltenyi et al.,"High Gradient 
Magnetic Cell Separation with MACS," Cytometry 11: 231-238 (1990). . Afin de 
recuperer les cellules, les cellules marquees avec des billes magnetiques traversent une 
30 colonne de separation paramagn6tique. La colonne de separation est placee k proximite 
d'un aimant, cr6ant ainsi un champ magnetique h. I'interieur de la colonne. Les pellules 
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marquees magnetiquement sont piegees dans la colonne, les autres traversent cette 
demiere. Les cellules piegees a I'interieur de la coloime sont ensuite eluees. 

Dans la procedure D/MACS, un echantillon de cellules est marque a I'aide de billes 
5 magnetiques comprenant des anticorps, et les cellules sont recoltees ou tribes par 
application d'un champs magnetique. 

Selon un mode de realisation pr^fere, les cellules ( par exemple du sang peripherique) 
sont incub^es de fa9»n s^quentielle avec des quantites saturantes d'anticorps anti-THY-1 

10 fonctionnalis6 (e.g., marqu6 i la biotine) et avec un support solide (par exemple des 
microbilles) fonctionnalis6 (e.g., recouvert de streptavidine). Les cellules sont ensuite 
purifiees par recuperation du support, e.g., par separation magnetique des cellules. De 
maniere a augmenter la purification des cellules, les cellules de la fraction positive 
peuvent 6tre ulterieurement separees sur une autre colonne. La purification est 

15 generalement realisee dans un tampon de sels phosphate, bien que d'autres milieux 
adaptes puissent 6tre utilises. 



Les cellules peuvent gtre cultivees ou maintenues dans tout tampon ou milieu adapte, 
telle qu'une solution saline, un tampon, un milieu de culture, en particulier le DMEM, le 
RPMI etc. EUes peuvent Stre congeiees ou maintenues dans ime situation froide. EUes 
peuvent etre formulees dans tout dispositif ou appareil approprie, tel qu'un tube, une 
flasque, une ampoule, un plat, une seringue, une poche, etc., de preference dans des 
conditions steriles adaptees h une utilisation phannaceutique. 

Comme indique precedemment, I'etape (b) de la mefhode decrite ci-dessus peut 
avantageusement etre precedee et/ou suivie d'une etape de purification d'une sous 
population de lymphocytes T (CD4+ et/ou CD8+ par exemple) et/ou d'une etape 
d'amplification des lymphocytes (qui peut etre realisee ex vivo ou in vitro). 

L'amplification peut 6tre obtenue par activation des lymphocytes. Cette activation peut 
etre non specifique (obtenue par exemple par des anticorps anti-CD3 et/on anti-CD28, 
avec ou sans IL2) ou specifique (obtenue par des antigdnes ou allo-antigenes presentes. 
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de fa$on adequate au lymphocytes Ts, par exemple par des cellules pr6sentatrices de 
I'antigenes (cellules dendritiques, lymphocytes B, monocytes macrophages, cellules 
gen^tiquement modifi^es capable de presenter I'antigene et d'activer les lymphocytes), 
des exosomes, des dexosomes, des structures artificielles, etc.).L'6tape d'amplification 

5 permet d'augmenter le nombre de lymphocytes T presents au sein de la population 
lymphocytaire T de depart (qui comprend des lymphocytes T effecteurs et des 
lymphocytes T suppresseurs) avant de proceder a la selection des lymphocytes Ts, et/ou 
d'augmenter le nombre de lymphocytes Ts apres avoir selectionne les lymphocytes T 
exprimant I'antigdne THY-1. II est egalement possible de proceder a deux etapes 

10 d'amplification, I'une precedent et I'autres consecutivement a I'etape de 
selection/r6cup6ration des lymphocyte Ts. 

La population de I'etape (a) pent ainsi 6tre enrichie en cellules T, 6ventuellement en une 
ou des sous-populations sp6cifiques de lymphocytes (par exemple CD4+ et/ou CD8+). 

15 EUe pent Sgalemoat 6tre debarrassee de certaines sous-populations de lymphocytes, le 
cas 6ch6ant. La population de I'etape (a), eventuellement amplifiee et/ou triee, 
comprend ainsi de preference au moins 30%, de pr6f6rence au moins 50%, de maniere 
encore plus preferee au moins 65% de cellules T. Des compositions enrichies en cellules 
T particuHerement preferees susceptibles d'dtre utilisSes dans le cadre de I'etape (b) 

20 compremient au moins 75%, de preference au moins 80% de cellules T. 

La population de lymphocytes T exprimant Fantigene THY-1 peut egalement 6tre 
ampUfiee. II est par ailleurs possible, comme indique ci-dessus, de proceder a deux 
etapes d'amplification, I'une concemant la population lymphocytaire T generate, I'autre 
25 concemant la population de lymphocyte Ts. 

Un objet particulier de la presente invention conceme ainsi une methode d'obtention de 
lymphocytes T suppresseurs comprenant : 

(a) I'obtention d'une population de cellules de mammifere comprenant des 
30 lymphocytes T, 

(a') I'ampUfication des lymphocytes T au sein de ladite population de cellules, et 
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(b) la recuperation des lymphocjtes T exprimant I'antigene THY-1. 

Un autre objet particulier de la presente invention conceme tme m6thode d'obtention de 
lymphocytes T suppresseurs comprotiant : 
5 (a) I'obtention d'une population de cellules de maratnifere comprenant des 

lymphocytes T, 

(b) la r6cup^tion des lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1, et 
OO ramplification desdits lymphocytes T exprimant I'antigdsne THY-1. 

10 L'amphfication cellulaire des lymphocytes T (dans I'etape a' ou b') est de preference 
realis^e par culture des cellules en presence d'une cytokine et eventuellement d'un agent 
de stimulation. Dans le cas des lymphocytes exprimant I'antigene THY-1 (lymphocytes 
Ts), la culture est maintenue pendant une periode suffisatite pour obtenir I'amphfication 
de ladite population cellulaire, sans alterer le phenotype CD90+ au sein des populations 
15 lymphocytaires T CD4+ et/ou CD8+. L'activation implique generalement la culture en 
presence d'une cytokine, telle que par exemple, l'interleukine-2 (IL-2), I'interieukine-? 
(IL-7) ou l'interleukine-15 (IL-15), de preference d'origine humaine. L'agent de 
stimulation peut atre une cellule presentatrice d'antigene (« CPA »), i.e., toute cellule 
presentatrice d'antigenes ou toute cellule favorisant l'activation des cellules T, en 

20 particulier des cellules Ts. Les CPA sont de preference irradiees avant leur utilisation 
afin d'eviter leur amplification. Les CPA peuvent dtre des cellules isolees d'un donneur 
ou du patient lui-mgme. EUes peuvent etre choisies pour produire des cellules Ts 
pr^sentant un profil d'activit^ choisi. Des exemples caracteristiques de telles CPA 
incluent les cellules mononucl6aires du sang peripherique, des cellules dendritiques, des 

25 splenocytes, des cellules du sang de cordon ombilical, des echantillons de tissu ou 
d'organe, etc. D'autres agents de stimulation des cellules Ts adaptes incluent les 
polymdres MHC, les lectines (telles que PHA), les anticoips (tels que les anticorps anti- 
CD3 et/ou anti-CD28) ou des fragments de ces demiers, les auto-antig&ies (incluant les 
tissus, cellules, fragments cellulaires ou debris, les polypeptides ou peptides purifies, 

30 etc., de preference en combinaison avec les CPA), etc. 
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Selon I'utilisation envisagee, les cellules Ts peuveat 6tre amplifi6es de differeiites 
fa5ons, qu'elles soient antigenes specifiques ou non. En particulier, pour certaines 
utilisations, des quantites elevees du repertoire complet des cellules T sont, de 
pr6ference, utilisees (e.g., injectees). Cette technique est, en particulier, adaptee aux 
5 patients qui presentent un deficit global (quantitatif ou fonctionnel) en cellules Ts, tels 
que les patients souffrant d'un diabete de type I. Dans de telles indications, les cellules 
Ts sont de preference amplifiees par exemple, h I'aide de cellules CPA autologues et 
PHA ou d'anticorps anti-CD3 et/ou anti-CD25 (ou de tout autre activateur de cellules T 
ou Ts) en presence de cytokines de nature identique ou differente. 

10 

Gen^ralement, la specificite des cellules Ts est importante a prendre en compte. En effet, 
bien qu'il soit possible d'utiliser des cellules Ts non-specifiques pour contrdler des 
r6ponses inununes specifiques, I'utilisation de Ts specifiques apparait plus efficace. 
Ainsi, les lymphocytes Ts, chez I'homme et chez la souris, peuvent etre cultives et 
15 amplifies in vitro en presence d*un milieu de culture contenant de I'interleukine 2, des 
anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Des lymphocytes Ts specifiques peuvent atre aussi 
isoles, generes par exemple par stimulation en presence de cellules presentatrices 
d' antigenes allogeniques, suivie d'une culture par interleukine 2. Selon un autre mode de 
realisation, une amplification plus specifique peut 6tre envisagee, en particulier 
20 lorsqu'une suppression de cellules T effectrices specifiques est souhait^e, comme dans le 
cadre des maladies auto-immunes, des allergies, des rejets de greffe, de la GVHD, etc. 
Dans de telles indications, les cellules sont de preference amplifiees en presence de CPA 
presentant des antigenes particuliers, par exemple allogeniques, afin de favoriser 
Famplification des cellules Ts preferentiellement actives a I'encontre de cellules T 
25 effectrices pathogenes. 

Pour trailer les maladies auto-immunes, les cellules Ts proviennent de pr6f6rence du 
patient et sont stimuMes h. I'aide de CPA autologues et d'auto-antigfenes provenant du 
tissu cibie, en presence de cytokines. Les auto-antigenes peuvent 8tre des tissus, cellules, 
30 fragments cellulaires, prot6ines purifi6es, peptides, acides nucleiques, etc. 
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Pour le traitement des allogreffes ou xenogreffes, les cellules Ts proviemient de 
preference du patient et sont stimulees par des CPA ou des tissus provenatit du donneur, 
en presence de cytolcines. Les cellules Ts provenant du patient peuvent aussi 6tre 
stimulees par des CPA autologues en presence de tissus, cellules, fragments cellulaires, 
proteines purifi6es ou peptides provenant du doimeur et de cytokines. 

Pour traiter les allergies, les cellules Ts proviennent typiquement du patient et sont 
stimulees par des CPA et des allergdnes, en presence de cytokines. 

Comme indique ci-dessus, les cytokines prefer«itiellement utilis^es sont VIL-2 et/ou 
riL-15. 



Comme indique precedeimnent, les cellules Ts utilisees pour traiter diverses pathologies 
telles que le rejet d'un organe transplante, des maladies auto-immiine, les allergies, les 
pathologies induites par un virus, etc., sont de preference autologues, i.e., elles 
proviemient du sujet a traiter. Les cellules syngeniques peuv^t egalement etre utilisees. 
Dans d'autres situations, par exemple dans le cadre du traitement de la GVHD ou 
d'autres pathologies, les cellules Ts sont typiquement allog6ndques, i.e., elles 
proviennent d'un etre humain different Dans ces cas, il est preferable d'utiliser des 
cellules Ts provenant d'un sujet donneur (e.g., le sujet donneur des cellules effectrices). 

Modification genaiqu e des cellules T et notamment des cellule Ts 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, les lymphocytes T (population 
g6n6rale des lymphocytes T) presents dans la population de cellules de mammifere ou 
les lymphocytes Ts (porteurs du marqueur THY-1) peuvent etre modifies genetiquement 
de maniere a exprimer des produits biologiques d'interet. 

L'expression « genetiquement modifiees » indique que les cellules comprennent une 
molecule d'acide nucleique qui n'est pas naturellement pr6sente dans les cellules Ts non 
modifiees, ou qui est presente dans ces cellules lorsqu'elles ne sont pas dans leur etat 
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naturel (e,g., lorsqu'elles sont amplifiees). La molecule d'acide nucl6ique peut avoir ete 
introduite dans lesdites cellules ou dans une cellule parente ou progenitrice. 

Un objet particulier de Tinvention conceme ainsi une methode d'obtention ou de 
production de lymphocytes T suppresseurs comprenant : 

(a) Pobtention d'une population de cellules de maniinifere comprenant des 

lymphocytes T, 

(b) la recuperation des lymphocytes T exprimant Fantigene THTV^-l , et 

(c) la modification genetique desdits lymphocytes T exprimant Fantigene THY-1 
par mise en contact desdits lymphocytes avec une molecule d'acide nucleique 
recombinant. 

Un autre objet particulier de Finvention conceme une methode d'obtention ou de 
production de lymphocytes T suppresseurs comprenant : 

(a) Fobtention d'xme population de cellules de mammifere comprenant des 
lymphocytes T, 

(b) la modification genetique desdits lymphocytes T par mise en contact de ladite 
population de cellules avec une molecule d'acide nucleique recombinant, et 

(c) la recuperation des lymphocytes T exprimant Fantigene THY-1. 

Plusieurs approches peuvent elxe utilisees poxir modifier sur le plan genetique les cellules 
T appartenant a la population de cellules de mammifere [assimilable a la population 
generale des lymphocytes T (cellules T effectrices et cellules Ts)] ou les lymphocytes 
Ts, telles que, par exemple, la delivrance de gene par Fintermediaire d'un virus, FADN 
nu, des traitements physiques, etc. A cette fin, Facide nucleique est generalement 
incorpore dans un vecteur, tel qu'un virus recombinant, un plasmide, un phage, un 
episome, un chromosome artificiel, etc. 

Selon un mode de realisation particulier de Finvention, les cellules T telles que definies 
au paragraphe precedant, sont modifi^es genetiqu^ient k Faide d'lm. vecteur viral (ou 
d*un viras recombinant), L'acide nucleique heterologue est, par exemple, introduit dans 
un vims recombinant qui est ensuite utilise pour infecter des lymphocytes T. Differents 
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types de vims recombinants peuvent etre utilises, en particulier des retrovirus 
recombinants ou des AAV. Les lymphocytes T sent de preference modifies a I'aide d'un 
retrovirus recombinant. L'utilisation de retrovirus est particulierement appreciee dans la 
mesure ou I'infection retrovirale permet xme integration stable de I'acide nucleique dans 
le genome des cellules. Cette propri6t6 est particulierement importaiite, dans la mesure 
ot I'amplification des lymphocytes, qu'elle soit realisee in vitro ou in vivo aprds 
I'injection chez le sujet, requiert que le transgene soit maintenu stable durant la division 
cellulaire. Des exemples de r6trovirus suscq>tibles d'etre utilises proviennent de la 
famille des oncovirus, des lentivirus ou des spumavirus. Des exemples particuliers de la 
famille des oncovirus sent MoMLV, ALV, BLV ou MMTV mais egalement RSV, etc. 
Des exemples de la famille des lentivirus sont HIV, SIV, FIV ou CAEV, etc. 
Des techniques permettant de construire des retrovirus recombinants ont ete largement 
decrites dans la litterature (WO 89/07150, WO 90/02806 et WO 94/19478, dont les 
enseignements sont integralement incoipores dans la presente demande). Ces techniques 
comprennent generalement I'introduction d'un vecteur retroviral comprenant le 
transgene dans une lignee de cellules d'empaquetage appropriee, suivie de la 
recuperation des virus produits, lesdits virus comprenant le transgene dans leur genome. 
Dans un mode de realisation particulier de I'invention, le retrovirus recombinant 
comprend I'enveloppe du virus GALV (r^rovirus pseudotype avec GALV). H a €t6 
demotttre que I'infection des cellules h6matopoietiques par un retrovirus recombinant est 
plus efficace lorsque I'enveloppe du retrovirus provient du retrovirus GALV (Gibbon 
Ape Leukemia Virus). En utilisant cette enveloppe retrovirale, un taux de transduction 
de plus de 95% des lymphocytes a pu 6tre obtenu avant la selection des cellules 
transduites. 

Les lymphocytes T peuvent 6tre infectes a I'aide de virus recombinants et au moyen de 
divers protocoles, tels que I'incubation avec un sumageant de virus, avec des virus 
purifies, par coculture de lymphocytes T avec les cellules virales d'empaquetage, par des 
techniques Transwell, etc. Une methode particulierement efficace comprenant une etape 
de centrifugation a ete decrite par Movassagh et al. (Movassagh M, Desmyter C, Baillou 
C, Chapel-Femandes S, Guigon M, Klatzmann D, Lemoine FM. High-level gene 
transfer to cord blood progenitors using gibbon ape leukemia virus pseudotype retroviral 
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vectors and an improved clinically applicable protocol. Hum Gene Then 1998;9:225- 
234). 

Les techniques non virales incluent rutilisation de lipides cationiques, de polym^es, de 
peptides, d'agents synthetiques, etc. Des methodes alternatives ntilisent la technique du 
« gene gun », les champs electriques, le bombardement, la precipitation, etc. En r6alisant 
la presente invention, il n'est pas necessaire, que toutes les cellules Ts soient modifi^es 
genetiquement. II est ainsi possible d'utiliser une population de Ijonphocytes T 
comprenant au moins 50%, de preference au moins 65%, encore plus preferentiellement 
au moins 80% de lymphocytes modifies genetiquement. Des niveaux plus eleves (e.g., 
jusqu'^ 100%) peuvent etre obtenus in vitro ou ex vivo ; par exemple en utilisant 
I'enveloppe GALV et/ou des conditions d'infection particulidres (Movassagh et al.) 
et/ou en s€ectionnant les cellules qui out effectivement 6te modifiees genetiquement.. 
Diff6rentes techniques de selection peuvent etre utUis6es, incluant I'utilisation 
d'anticorps reconnaissant des marqueurs sp6cifiques presents k la surface des cellules 
modifiees, I'utilisation de genes de resistance (tel que le gdne de resistance a la 
n^omycine et la molecule G418), ou I'utilisation de composes toxiques pour les cellules 
n'exprimant pas le transgene (i.e., la thymidine kinase). La selection est de preference 
realisee a I'aide d'un gene marqueur exprimant une prot6ine membranaire. La presence 
de cette proteine pemiet la selection a I'aide de techniques conventionnelles de 
separation telles que la separation a I'aide de billes magnetiques, I'utilisation de 
coloimes ou la cytometric de flux. 

L'acide nucieique utilise pour modifier les cellules T sur le plan genetique peut etre un 
transgene therapeutique et peut coder pour des produits biologiques actifs varies, 
incluant des polypeptides (e.g., protSnes, peptides, etc.), des ARNs, etc. Dans un mode 
de realisation prefere, l'acide nucl6ique code pour un polypeptide preserrtant une activity 
immunosuppressive. Dans un autre mode de realisation, l'acide nucleique code pour un 
polypeptide toxique ou pr^sentant une toxicit6 conditioraielle pour les cellules. Des 
exemples prefer6s incluent la thymidine kinase (qui confere la toxicite en presence 
d'analogues de nucleoside), telles que HSV-1 TK, une cytosine deaminase, gprt, etc. U 
peut aussi s'agir d'un polypeptide non toxique mais pouvant permettre I'elimination des 
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cellules injectees en cas de besoin (comme par exemple une molecule exprimee a la 
membrane cellulaire et un anticorps monoclonal fixant le complement). Une autre 
categorie preferee d'acides nucleiques sont ceux codant pour un recepteur de cellule T 
ou une sous-unite ou un equivalent fonctionnel de celui-ci. L'expression au sein des 
5 cellules Ts d'un TCR recombinant specifique d'un auto-antigene produit des cellules Ts 
qui peuvent agir plus sp6cifiquement sur des cellules T effectrices qui detruisent un tissu 
chez un sujet. D'autres types de molecules actives sur le plan biologique incluent des 
facteurs de croissance, des lymphokines (comprenant diverses cytokines qui activent les 
cellules Ts), des cytokines immunosuppressives (telles que IL-10 ou TGF-p), des 
10 molecules accessoires, des molecules presentatrices d'antigenes, des recepteurs 
d'antigenes, etc. L'adde nucleique pent coder pour des « T-bodies », i.e., des recepteurs 
hybrides entre des recepteurs de cellule T et une immunoglobuline. De tels « T-bodies » 
permettent le ciblage de complexes antig^niques, par exemple. 

15 De maniere preferee, les lymphocytes T suppresseurs sont genetiquement modifies et 
comprennent un acide nucleique recombinant codant pour un produit presentant une 
toxicite conditionnelle pour ces cellules, tel que la thymidine kmase. Selon un autre 
mode de realisation pr6fere de I'invention, les cellules Ts g6nMquement modifiees 
comprennent une molecule d'acide nucleique recombinant codant pour un recepteur de 

20 cellule T ou pour une sous-unite ou pour un equivalent fonctioimel de celui-ci. 

Dans certaines indications, comme notamment la greffe de moelle osseuse allogenique, 
on peut Stre amener k r^aliser des preparation separee de lymphocytes Ts et T effecteurs, 
chacun exprimant un gene different codant un produit presentant une toxicite 
conditionnelle, et permettant ainsi d'eliminer si necessaire Tune ou I'autre des 

25 populations cellulaires. 

L' acide nucleique qui est introduit dans les cellules T selon I'invention comprend 
typiquement, en plus de la region codante, des sequences de regulation, telle qu'un 
promoteur et une sequence de polyadenylation. 

30 
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Compositions 

Un objet particulier de cette invention est une composition constitute d'au moins un 
lymphocyte T suppresseur selon I'invention, e.g. isolt. g6n6tiquement modifi6 et/ou 
amplifi6 ex vivo, d'me population enrichie en cellules Ts telle que definie 
precedemment ou au contraire d'une population deplette en cellules Ts, ainsi qu'un 
adjuvant ou un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique. 

Un autre objet particulier de I'invention est une composition comprenant des 
lymphocytes Ts transduits a I'aide premier d'un gene suicide et des cellules T effectrices 
transduites k I'aide d'm second g^ne suicide, different du premier. 

Les compositions peuvent comprendre d'autres types cellulaires, sans affecter de fafon 
significative le b6tt6fice therapeutique desdites compositions. 

Selon un mode de realisation prefere, les cellules sont conditionnees dans une 
composition comprenant entre environ 10^ et lO"' cellules Ts selon la pathologic a 
traiter, plus generalement entre 1 0^ et environ 1 cellules Ts. 

Des administrations repetees de telles compositions peuvent 6tre mises en oeuvre. 

D'autres compositions paiticulieres selon I'invention compremient un ligand specifique 
de Thy-1 couple ou conjugue a une molecule effectrice, par example une molecule 
presentant une toxicite (conditionnelle ou non, par exemple une TK, toxine de ricin, etc.) 
ou une activity stimulante pour les lymphocytes T (par exemple une cytokine, 
notamment IL-2, IL-7, IL-15, etc.). De telles compositions peuvent etre utilisees in vivo 
(ou ex vivo) pour moduler le repertoire ou I'activitt des celMes Ts chez un sujet. Ainsi, 
I'administration d'un conjugu6 comprenant une molecule toxique pent permettre 
d'inactiver ou de reduire I'activite de cellules Ts chez un sujet, et done d'augmenter 
I'activite de cellules effectrices. Inversement, I'administration d'un conjugu6 
comprenant une molecule activatrice peut peimettre de stimuler I'activite de cellules Ts 
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Chez un sujet, et done de rMuire i'activite de cellules effectrices. Le couplage peut 6tre 
covalent ou non. 

D'autres compositions particulieres de Tinvention comprennent un agent de transfection 
5 couple a un ligand specifique de Thy-l . Un tel couplage pennet de cibler ou de fevoriser 
I'interaction entre I'agent de transfection et les ceUules Ts. L'agent de transfection peut 
etre une particule virale (par exemple recombinante, defective, attenuee, synth^tique, 
etc.) ou un agent de transfection non-viral, tel qu'un liposome, un lipide cationique, un 
polymdre, etc. Le couplage pe«t 6tre covalent ou non. 

10 

Utilisations 

La presente invention pemiet d'obtenir des populations cellulaires utilisables pour le 
traitement de pathologies variees, associees a un dereglement de I'activite des cellules T, 
15 comme indique ci-dessus. Le traitement peut etre preventif ou curatif. De plus, les 
cellules Ts, les populations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions selon 
I'invention peuvent 6tre utilisees en combinaison avec d'autres agents ou principes 
actifs, tels que d'autres populations cellulaires, des molecules ou des conditions 
immunosuppressives, des irradiations, des produits de therapie g^aique, etc. 

20 

Le terme traitement signifie la diminution des symptdmes ou des causes d'une maladie, 
la regression d'une maladie, le retardement d'une maladie, I'amelioration de l'6tat de 
patients, la reduction de leur souf&ance, 1' augmentation de leur duree de vie, etc. 



Les cellules Ts, les populations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions 
selon I'invention sent particulierement adaptees pour retarder ou prevenir la maladie du 
greffon contre I'hote (GVHD) chez les sujets ayant subi une transplantation d'organe 
allogenique, en particuHer de moelle osseuse (ou de cellules souches hematopoietiques 
ou de cellules souches non hematopoietiques). La G^/KD et les frequentes complications 
provoquees par la transplantation de ceUules souches h&natopoietiques sont dues a la 
presence de cellules T donneuses matures dans le transplant. Cependant, I'elimination de 
ces cellules avant la greffe conduit a un echec de cette demiere, prolonge 
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I'immxjnostippression et la reapparition d'lme leuc6niie. L' administration de cellules Ts 
selon I'invention au moment de la greffe retarde ou m6me pr6vient la GVHD. 

Les celMes Ts, les populations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions 
5 selon I'invention sont egalement adapt6es au traitement des maladies auto-immunes 
(incluant les maladies inflammatoires chroniques), telles que le lupus systemique 
erythemateux, I'arthrite rhumatoi'de, la polymyosite, la sclerose multiple, le diabete, etc. 
Les maladies auto-immunes ont une composante immunologique comme de nombreuses 
investigations biologiques et histologiques ont pu le demontrer. Pour ces maladies, 
10 r element centiral, est une r6ponse immunitaire inadaptee. De plus, il est souvent possible 
d'identifier I'auto-antigene dans le cadre de ces maladies et de definir la periode durant 
laquelle les cellules T delet^es sorit activees. La presente invention peut etre utilisee 
pour prevenir, totter, reduire ou att^nuer de telles pathologies en administirant au sujet 
xme quantite efficace de cellules Ts pour supprimer ou r6duire I'activite de ces cellules T 
1 5 del6teres. Des administrations r6p^6es peuvent 6tre realis^es si besoin. 

Les celMes Ts, les populations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions 
selon I'invention peuvent egalement Stre utilis6es dans le cadre du traitement des 
maladies infectieuses et notamment des pathologies inraiunitaires induites par des virus. 

20 La reponse immune dirigee contre les agents infectieux peut avoir des consequences 
immunopathologiques qui peuvent conduire a la mort. L'exemple le plus frequent est la 
reponse a certains virus responsables de I'hepatite. Ces virus se repliquent dans les 
h6patocytes et la destruction de ces hepatocytes infectes par le systeme immunitaire 
provoque une hepatite, qui est parfois mortelle. L'evolution de cette hepatite chronique 

25 est accompagnee de signes biologiques et d'une reponse immunitaire anomiale (par 
exemple, la presence d'anticorps anti-ADN ou d'une cryoglobulin6mie). Les cellules Ts, 
les populations cellulakes enrichies en cellules Ts et les compositions selon I'invention 
permettent d'61iminer, supprimer ou r6duire les lymphocytes T actifs responsables de la 
pathologie et ainsi de rMuire les consequences des pathologies hnmunitaires induites par 

30 des virus. 
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Les cellules Ts, les populations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions 
selon rinvention peuvent egalement etre utilisees pour le traitement ou la prevention du 
rejet d'organes transplantes tels que le coeur, le foie, les reins, les poumons, le pancreas, 
etc. Le traitement habituel d'un certain nombre de desordres affectant les organes 
5 consiste, lorsque cela devient n^cessaire, en un remplacement de Torgane par un organe 
sain provenant d'un donneur d6c^6 (ou d'un donneur vivant dans certains cas, ou m6me 
d'un donneur d'une autre espdce). C'est Egalement le cas pour le traitement des diabetes 
insulino-d^endants, k travers la greffe de cellules ou d'un organe producteur d'insuline, 
tels que le pancreas ou les ilots pancreatiques. M6me si un grand soin est pris dans la 

10 selection de donneurs d'organes pr&entant un maximum de compatibilite vis-^-vis des 
antigenes d'histocompatibilit^, I'organe transplante conduit toujours, a I'exception des 
transplants realises entre jumeaux homozygotes, au developpement d'une reponse 
immune dirigee contre les antigenes specifiquement exprimes par cet organe. En depit 
des traitements immunosuppresseurs menes, cette reaction aboutit souvent au rejet de 

15 I'organe transplante (il s'agit de la piincipale cause d'echec des transplants 
allogeniques). A I'exception de certains rejet super-aigus ou aigus qui impliquent 
essentiellement des reponses humorales le rejet de I'organe transplante est, dans la 
majorite des cas, essentiellement m^die par les lymphocytes T effecteurs. 
La presente invention permet d^sormais d'envisager un traitement (e.g. la diminution ou 

20 le retardement) du rejet d'organe h I'aide de cellules Ts. De telles cellules peuvent Stre 
preparees a partir de cellules du patient, stimul^es avec les antigenes du donneur et t6- 
administrees au patient, avant ou pendant la transplantation d'organe. Des 
admimstrations rep^tees peuvent 6tre r6alis6es si besoin. Cette approche est 
particulierement adaptee au traitement des diabetes, i.e., pour reduire, retarder ou 

25 prevenir le rejet de cellules productrices d'insuline, de tissus ou d'organes (en particulier 
les ilots pancreatiques) transplantes. Typiquement, les cellules Ts sont amplifiees et 
activees par culture en presence d'auto-antigenes provenant du tissu donneur. Ces 
cellules peuvent 8tre produites par exemple par culture en presence de cellules 
dendritiques autologues par rapport a la greffe. Ces cellules Ts amplifiees et activees 

30 peuvent etre injectees au patient avant, pendant et/ou aprds la transplantation d'organe, 
reduisant ainsi I'activite destructrice des cellules T effectrices. 
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Les cellules Ts, les poptaations cellulaires enrichies en cellules Ts et les compositions 
selon I'invention sont egalement adaptees au traitement des allergies, qui sent mediees 
par des reponses immunes dirigees contre des antig^nes particuliers appeles allergenes. 
En administrant au patients les cellules Ts activ^es ex vivo avec de tels allergenes, il est 
possible de reduire ces reponses immunitaires d61et6res. 

Un autre objet de I'invention conceme une m6thode de diminuer I'activite de 
lymphocytes T effecteurs chez un mammifere h6te, ladite methode 
comprenantr administration au mammifere de lymphocytes T suppresseurs selon 
I'invention compatibles avec ledit mammifere hote, de preference autologues. 

La diminution des lymphocytes T suppresseurs peut egalement etre recherchee (par 
exemple dans le cadre du traitmient d'un cancer). Plusieurs modalites de traitement 
peuvent etre utilisees. 

Une premi«-e approche consiste k pr^arer ex vivo des cellules ayant une activite (par 
exemple anti-cancereuse), d6pia6es en cellules Ts. Une telle depiaion peut etre realisee 
ex vivo conformement k une methode selon I'invention telle que decrite precedemment. 
Le traitement consiste dors en la r6-administration au patient d'une population de 
lymphocytes T ou d'une composition comprenant xme telle population depourvue de 
cellules Ts, et ayant ou non ete activ6 ex vivo. Ce traitement peut dtre accompagne d'une 
ou plusieurs vaccinations (par exemple anti-tumorales), combinees ou non a de la 
chimiotherapie, chez un patient ayant eventuellement re9u un conditionnement. Ce 
conditionnement peut notamment comprendre des traitements destines a eliminer des les 
lymphocytes T en division, et qui compreiment les lymphocytes T suppresseurs 
responsable de 1' absence de reponse immunitaire efficace (comme par exemple les Ts 
qui emp6chent le d6veloppement d'une reponse anti-tumorale efficace). 
Une autre modalite consiste a depleter les T suppresseurs in vivo par I'utilisation se 
ligand et de tout activite ou molecule toxique adequate (comme par exemple 
radioactivity ou toxine). 

Les lymphocytes Ts peuvent aussi etre actives in vivo, par exemple par des ligands de 
thy-1 coupl6 a des molecules d'activation des lymphocytes (IL2 par exemple). Le 
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traitement peut alors etre administre par voie generale (intra-veineuse par exemple) ou 
sur le site ou Paction est recherchee (dans le liquid© synovial lors du traitement de la 
Polyarthrite rhumatoMe par exemple). 

5 Un objet particulier de la presente demande correspond a Tutilisation, dans le cadre de la 
vaccination, d»une cellule Ts, d'une population cellulaire enridue en cellules Ts ou 
d'une composition selon I'invention. 



Des voies d'administrations et des protocoles varies peuvent atre mis en oeuvre dans le 
10 cadre de la presente invention. Us peuvent dtre adaptes par I'homme du metier en 
fonction de la pathologie a traiter. G6n^alement, des administrations systemiques ou 
locales peuvent etre envisagees et empruntent la voie intraveineuse, intra-arterielle, 
intra-peritoneal, intra-musculaire ou sous-cutanee, etc. Les cellules peuvent etre 
injectees durant I'operation chirurgicale ou par tout moyen approprie, a I'aide par 

15 exemple, d'une seringue. Pour controler des maladies telles que la GVHD, les effets 
greffe contre infection (GVI) ou greffe conte leucemie (GVL) ou encore le rejet d'un 
organe transplante, la composition cellulaire peut dtre administree avant, pendant ou 
apres la transplantation de la moelle osseuse (ou de I'organe). De plus, des 
administrations additionnelles peuvent 6tre r^alis^es apres la transplantation, de fa^on k 

20 pr^venir ou retarder la patiiologie. 

II est entendu que la presente invention n'est pas limitee aux modes specifiques de 
realisation d6crits ci-apres, mais s'etend egalement aux variantes d'ex^cution entrant 
dans les connaissance normales de Thomme du m6tier. 

25 



LEGENDES DES FIGURES 



Figure 1 : Mise en evidence de 1' expression de CD9Q par les lymphocytes T 
30 CD4+/CD25+ et les lymphocytes CD8+/CD25+ 

Figure 2 : Activite suppressive des populations CD4+/C.D90+ et CD4+/CD25+ 
Figure 3 : Expression des marqueurs CD25 et CD90 sur les lymphocytes T CD4+ et 
CD8+. 
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Figure 4 : Activite suppressive des populations CD4+/CD90+ et CD8+/CD90+ 

EXEMPLES 

5 1. Le marqueur CD90 est exprim^ par les lymphocytes T CD4+/CD25+ et les 
lymphocytes CD8+/CD25+ 

Afin d'etudier I'expression du marqueur CD90 comparativement k CD25 sur les 
populations lymphocytaires T CD4+ et CD8+, des cellules mononucleees du sang 
10 peripMrique adulte ont ete obtenues par giadient de FicoU puis marquees avec les 
anticorps suivants directement a des fluorocliromes : anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25 et 
anti-CD90. Pour I'analyse immunophenotypique, les cellules ont ete analysees par 
cytometrie cn flux (FACscalibur), les evenements etant re-analyses sur les logiciels 
Cellquest et FlowJo. 

15 

La figure 1 A montre I'expression des marqueurs CD25 et CD90 sur les lymphocytes T 
CD4+ ainsi que la co-expression de CD25 au sein des populations CD4+/CD90- et 
CD4+ /CD90+. Comme on peut le voir, 9,7% et 1,8% des lymphocytes T CD4+ 
expriment, respectivement, les marqueurs CD25 et CD90. De plvis, 92% des cellules 
20 CD4+/CD90+ sont CD25+ tandis qu'environ 36% des cellules CD4+/CD90- sont 
CD25+. L'expression de CD25 au sein des cellules CD4+/CD90+ est plus forte en 
intensite de fluorescence que dans la population CD4+/CD90-. 

La figure 1 B montre I'expression des marqueurs CD25 et CD90 sur les lymphocytes T 
25 CD8+ ainsi que la co-expression de CD25 au sein des populations CD8+/CD90- et 
CD8+/CD90+. Comme on peut le voir, 9,5% et 0,8% des lymphocytes T CD8+ 
expriment, respectivement, les marqueurs CD25 et CD90. De plus, 96% des cellules 
CD8+/CD90+ sont CD25+ tandis qu'environ 28% des cellules CD8+/CD90- sont 
CD25+. L'expression de CD25 au sein des cellules CD8+/CD90+ est plus forte en 
30 intensit6 de fluorescence que dans la population CD8+/CD90-. 




2. Les lymphocytes CB4+/90+ isihibent la proliferation de lymphocytes T 
autologues stimules par anticorps OKT3/CD28. 



Afin de montrer que les cellxiles CD4+/CD9CH- ont une fonction suppressive, des 
5 lymphocytes T autologues CD4+ deplete en cellules CD4+/CD25+ (CD25-) ont 6t6 
stimules par un melange d'anticorps OKT3/CD28 pr^alablement immobilise sur le fond 
des puits de culture. Les cellules CD25- ont 6t6 cultiv^es seules ou en presence d'un 
nombre 6gal de cellules CD4H-/CD90+ ou CD4+/CD25+ (contrdle positif) pendant 4 
jours puis la proliferation a ete mesur^e par test d'incorporation de thymidine triti^e, la 
10 lecture etant faite sur compteur 6. Les resultats sent exprimes en cpm. Le pourcentage 
d*inhibition est calculee selon la formule suivant : %inhibition = Nbre cpm (1 - Nbre 
cpm (CD25- + Ts)/ Nbre cpm (CD25-) X 100. 



La figure 2 montre les pourcentages d'inhibition qu'exercent les populations 
15 CD4+/CD90+ et CD4+/CD25+ sur la proliferation de lymphocytes T autologues CD25-. 
Les resultats obtenus montrent que les cellules CD4+/CD90+ inhibent de plus de 75% la 
proliferation des cellules CD25", revelant ainsi leur fonction suppressive. 

3. Les lymphocytes CD4+/90+ et CD8+CD90+expriment Foxp3, CTLA4 et TGFB 

20 

L'analyse de I'expression des gdnes Foxp3, CTLA4, CD4, CD25, TGFfi a et6 realise par 
PGR nestee apres transcription inverse de I'ARN extrait de 1000 ou 5000 cellules issues 
des diff6rentes populations lymphocytaires etudiees. Les resultats obtenus montrent que 
les lymphocytes CD4+/90+ et CD8+CD90+expriment FoxpB, CTLA4 et TGFB. 

25 

4. CD90 permet d'identifier les lymphocytes CD4+/CD90+ et CD8+/CD90+ 
suppresseurs apres culture. 



Afin d'etudier si le marqueur CD90 permet, apres activation et culture de lymphocytes 
T, d'identifier les l>'mphocytes T suppresseurs contrairement au marqueur CD25 
egalement exprimes par les lymphocytes T actives, nous avons cultive, en milieu liquide 



1er d^pot 



31 



RPMI 1640 en presence 10% de serum humain AB et Smicrogr d'anticorps OKT3, des 
lymphocytes T totaux dont les populations CD4+/CD90+, CD8+/CD90+ et 
CD4+/CD25+ ont et6 purifiees par cytometrie en flux aprds 6 jours de culture. Apres 
culture, les difiKrents types de cellules ont ete analyses par cytom6trie et testes pour 
5 leurs fonctions suppressives. 

La figure 3 montre 1' expression des marqueurs CD25 et CD90 sur les lymphocytes T 
CD4+ et CD8+ apres 6 jours de culture. Comme on peut le voir, 6,4 % et 7,3 % des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ expriment respectivement le marqueur CD90, tandis que 
10 61 ,6 % et 88,1 % des lymphocytes T CD4+ et CD8+ expriment le marqueur CD25. 

La figure 4 montre I'inhibition qu'exercent les populations CD4+/CD90+ et 
CD8+/Ca090+ sur la proliferation de lymphocytes T autologues CD25- tandis que les 
lymphocytes CD4+/CD25+ n'ont plus aucun efifet suppresseur sur les cellules CD25- 
15 apres culture. Ces r&ultats montrent que le marqueur CD90 reste un marqueur 
specifique, contrairement au marqueur CD25, des populations suppressives au sein des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ cultiv6s. 



20 



5. Identification et suivi diagnostique 



Nous avons montre que les patients presentant des complications auto-immunes d'une 
hepatite C presentent un deficit en lymphocytes CD4+CD25+ (Boyer et al. Blood, in 
press). D'autres auteurs ont montre un tel deficit pour le diabete de tynpe I. Le 
diagnostique de ces pathologies et le suivi biologique et cHnique sera plus specifique en 

25 suivant les Ts par un marquage CD90. Ce suivi sera d'autant plus important pour les 
maladies evoluant par pouss^es, comme la polyarthrite rhumatoide ou la SEP par 
exemple. Le choix et la date de I'intervention therapeutique, qui pourra notamment atre 
une injection de Ts, sera defini grfice au suivi des Ts par le marqueur CD90. 
L'identification des Ts est realis6e dans tout liquide biologique d'inter6t (sang, LCR, 

30 liquide synovial par exemple) ou dans tout tissu ou organe d'interet (tumeur, organe 
transplante, etc.). 
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6. Injection Therapeutique de Ts pour le contrdle de la GVH. 

Nous avons montre que les Ts jouent un role important dans le contrdle de la GVH et 
qu'il est possible de preparer des Ts specifiques par allo-activation (Cohen et al. JEM 
5 2003, Trenado et al., JCI 2003). Pour ces applications les Ts peuvent etres obtenues k 
partir du sang, du sang de cordon, de la moelle osseuse de tous tissus contenant des 
lymphoc^es T. Dans ces applications, elles peuvent dtre ou non modifi^es 
genetiquement. 

10 7. Injection TMrapeuttque de Ts pour le contrdle de la SEP. 

Les Ts sont obtenues du patient ou d'un donneur compatible, de preference geno- 
identique. EUe sont purifiees par billes immunomagnetiques, cytometrie en flux, par 
adherence sur support solide recouvert d'anticorps specifiques (panning) et 
15 eventuellement congelees. Le patient est Pobjet d'un suivi biologique pour evaluer son 
nombre de cellules Ts. L'apparition de signes cliniques indiquant le debut d'une pcuss6e 
ou d'une chute du nombre de Ts conduit a I'injection des Ts qui sont soit prepar^es k 
cette occasion, soit celles pr6par6es pr^c^demment. 



20 8. Ablation des Ts pour le traitement de tumenrs 

Nous avons montre que les Ts emp6chent le d6veloppement de reactions immunitaires 
anti-tumorales efficaces. La d6pl6tion de ces cellules permet a ces reponses de se 
developper. De plus, la preparation de lymphocytes T anti-tumoraux ex vivo se heurte au 

25 probleme de leur contamination par les Ts. 

Le principe du traitement est done d'eliminer les Ts in vivo, notamment a I'aide d'un 
ligand de CD90 couple a un toxique. II peut egalement s'agir de depleter I'ensemble des 
lymphocytes T par des traitements classiques (serum anti-lymphocytaires, anti-CD3, 
anticorps Campath, irradiation, etc., par exemple). Ce traitement peut etre complete par 

30 une administration de lymphocytes actives ex vivo centre les antigenes tumoraux aprds 
avoir ete depletes en Ts. 
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REVENDICATIpNS 

1. M^thode d'obtention, de preparation ou de production de lymphocytes T 
5 suppresseurs, comprenant une etape de selection, de separation ou d'isolement in 

vitro ou ex vivo des lymphocytes T exprimant la mol6cule THY-1. 

2. Methode selon la revendication 1, comprenant : 

(a) I'obtention d'une population de cellules de mammifere comprenant des 
10 lymphoc^'tes T, et 

(b) la recuperation des lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1. 

3. Methode selon la revendication 1, caracteris^e en ce que I'etape (b) est preced6e 
ou suivie d'une etape d'amplification des lymphocytes T. 

15 

4. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que les lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1 sont selectionnes, scares, 
isoles ou recuperes au moyen d'un ligand sp6cifique de THY-1. 

20 5. Methode selon la revendication 4, caract^s6e en ce que le Hgand spacifique est 

un anticorps specifique de Thy-1 ou un fragment ou dMve d'un tel anticorps 
ayant substantiellement la meme specificite antigenique. 

6. M6thode selon la revendication 5, caracterisee en ce que le ligand specifique est 
25 un anticorps monoclonal ou polyclonal specifique de Thy- 1 . 

7. Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce que le Ugand specifique est 
un anticorps polyfonctionnel, monocatenaire ou multimerique, specifique de 
Thy-1. 



30 



8. Methode selon la revendication 4, caracterisee en ce que le ligand specifique est 
un aptamere. 
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9. Methode selon I'une des revendications 4 a 8, caracterisee en ce que le ligand est 
immobilise sur un support ou place en solution. 

5 10, Methode selon la revendication 9, caractMsee en ce que le support est une 

colonne ou une bille, de pr6f6rence une bille magnetique. 

11. Methode selon Tune des revendications 4 a 10, caracterisee en ce que le ligand 
est marque. 



10 



12. Methode selon la revendication 11, caracterisee en ce que le marquage est realise 
a I'aide d'un marqueur de detection fluorescent, radioactif, luminescent, 
phosphorescent, ctiimique ou enzymatique. 



en 



15 13. Methode selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee 

ce que I'etape de recuperation, selection ou d'isolement est realisee par 
cytomdtrie de flux, chromatographie d'affinite, FACS, MACS ou D/MACS. 

14. Methode selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
20 ce que le mammifere est un dtre humain. 

15. Methode selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que la population cellulaire provient d'un tissu choisi parmi la moelle 
epiniere, la rate, le foie, le thymus, du sang ayant ou non ete prealablement 

25 enrichi en lymphocytes T, du sang de cordon ombilical, du sang peripherique 

foetal, de nouveaux-n6s ou d'adulte, d'une tumeur, d'un site inflammatoire, d'un 
organe transplante ou d'une culture de cellules etablie avec I'un ou I'autre desdits 
tissus. 



16. Methode d'identification et/ou de quantification de lymphocytes T suppresseurs 
dans une population cellulaire, comprenant I'exposition de ladite population 
cellulaire a un ligand specifique de THY-1 et la determination et/ou la 
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9. Methode selon Tune des revendications 4 a 8, caracterisee en ce que le ligand est 
immobilise sur uii support ou plac«§ en solution. 

10. Methode selon la revendication 9, caracterisee en ce que le support est une 
colonne ou une bille, de preference une biUe magnetique, 

11. Methode selon Tune des revendications 4 a 10, caracterisee en ce que le ligand 
est marque. 

12. Methode selon la revendication 11, caracterisee en ce que le marquage est realise 
k Taide d'un marqueur de detection fluorescent, radioactif, luminescent, 
phosphorescent, chimique ou enzymatique. 

13. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que I'etape de recuperation, selection ou d'isolement est realisee par 
cytometrie de flux, chromatographie d'affinite, FACS, MACS ou D/MACS. ; ■ 

14. M6thode selon Tune quelconque des revendications precedentes^, caracterisee eh 
ce que le mammifere est un etre humain. 

15. Methode selon Tune quelconque des revendicationiS precedentes, caracterisee en 
ce que la population cellulaire provient d'un tissu choisi parmi la moelle osseuse, 
la rate, le foie, le thymus, du sang ayant ou non ete pr^alablement enrichi en 
lymphocytes T, du sang de cordon ombilical, du sang periph6rique foetal, de 
nouveaux-nes ou d'adulte, d'xme tumeur, d'un site inflammatoire, d'un organe 
transplants ou d'une cultm-e de cellules etablie avec Tun ou F autre desdits tissus. 

16. Methode d' identification et/ou de quantification de lymphoc>4:es T suppresseurs 
dans une population cellulaire, comprenant P exposition de ladite population 
cellulaire k un ligand specifique de THY-1 et la determination et/ou la 
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quantification de la formation d'un complexe entre le ligand et les cellules, la 
formation de tels complexes indiquant la presence et/ou la quantite de 
lymphocyte T suppresseurs au sein de la population cellulaire. 

5 17. Methode de production d'une composition pharaiaceutique, comprenant : 

(a) Fobtention d'un echantillon biologique comprenant des lymphocytes T, 

(b) la selection des lymphocytes T exprimant Pantigene TElY-1 au sein de 
cet echantillon biologique, et 

(c) le conditionnement desdits lymphocytes T exprimant Pantigene THY-1 
10 dans un adjuvant ou un milieu acceptable sur le plan pharmaceutique. 

18, Methode de production d'une composition pharmaceutique, comprenant : 

(a) Fobtention d'un echantillon biologique comprenant des lymphocytes T, 

(b) la depletion des lymphocytes T exprimant I'antigene THY-1 au sein de 
15 cet echantillon biologique, et 

(c) le conditionnement desdits lymphocytes T obtenus n'exprimant pas 
Tantigene THY-1 dans un adjuvant ou un milieu acceptable sur le plan 
pharmaceutique. 

20 19. Utilisation d*un ligand sp6cifique de Pantigene Thy-1 pour selectionner, 

identifier, trier ou preparer, in vitro ou ex vivo, des lymphocytes T suppresseurs. 

20. Utilisation d'un ligand sp6cifique de Pantigene Thy-1 pour preparer une 
composition diagnostique destinee a selectionner, identifier ou quantifier in vivo 
25 des lymphocytes T suppresseurs. 

2LUtiHsation d'un ligand specifique de Pantigene Thy-1 pour preparer une 
composition therapeutique destinee a modifier, stimuler ou supprimer in vivo des 
lymphoc3^es T suppresseurs. 

30 




22. Lymphocyte T humain isole, caract6rise en ce qu'il presente une activite 
suppressive et en ce qu*il exprime les marqueurs CDS et THY-1 . 
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23. Composition ceUulaire comprenant au moins, 50, 60, 70, 80, 85, 90 on 95% de 
cellules T CD8+THY-1+. 

24. Lymphocyte T selon la revendication 22, caract^rise en ce qu'il est modifi6 
genetiquement a I'aide d'un vecteur viral. 

25. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qn'elle comprend au moins un 
lymphocyte T suppresseur selon I'une des revendications 22 a 24 et un adjuvant 
ou un milieu acceptable s\ir le plan pharaiaceutique. 

26. Utilisation d'un lymphocyte T ou d'une population de lymphocytes T selon I'une 
des revendications 22 k 24 pour la preparation d'une composition destinee a la 
mise &a ceuvre d'une methode th6rapeutique. 

27. Utilisation selon la revendication 27, caract6risee en ce que la composition est 
destinee a 6tre utilisfe comme vaccin. 

28- Utilisation selon la revendication 27 pour la preparation d'une composition 
destinee au traitement d'une tumeur, d'une maladie auto-immune, d'une allergic, 
d'une maladie du greffon centre l'h6te, d'une maladie inflammatoire, d'un 
diabete de type 1, d'une infection virale ou bacterienne, k la reconstitution 
immune ou a I'induction d'une tolerance en cas de transplantation de cellules 
souches, tissus ou organe chez un mammifere. 

29. Kit pour isoler ou caract^riser des lymphocytes T suppresseurs, comprenant un 
ligand sp6cifique de Thy-1, place ou solution ou sur un support, ainsi que, 
6ventuellement, des r6actifs pour la detection du ligand. 
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Figure lA 
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1 er depot 




5/5 



Proliferation des popislations CD4-^CD25+, CD4+CDS0+ et 



120000 



:S.00000 - 




CD25- €025- CD25- CD25- 

/C04CD25 /GD4CD90 /CDSCD90 



Figure 4 
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